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Verschrankte-Photonen-Mikroskop 



m 



Die Erfindung betrifft ein Verschrankte-Photonen-Mikroskop mit einer 
Lichtquelle und einem Objektiv. 

In der Scanmikroskopie wird eine Probe mit einem Lichtstrahl beleuchtet, um 
5 das von der Probe emittierte Reflexions- oder Fluoreszenzlicht zu beobachten. 
Der Fokus des Beleuchtungslichtstrahles wird mit Hilfe einer steuerbaren 
Strahlablenkeinrichtung, im Allgemeinen durch Verkippen zweier Spiegel, in 
einer Objektebene bewegt, wobei die Ablenkachsen meist senkrecht 
aufeinander stehen, so dass ein Spiegel in x-, der andere in y-Richtung 
10 ablenkt. Die Verkippung der Spiegel wird beispielsweise mit Hilfe von 
Galvanometer-Stellelementen bewerkstelligt. Die Leistung des vom Objekt 
kommenden Lichtes wird in Abhangigkeit von der Position des Abtaststrahles 
gemessen. Ublicherweise werden die Stellelemente mit Sensoren zur 
Ermittlung der aktuellen Spiegelstellung ausgerustet. 

15 Speziell in der konfokalen Scanmikroskopie wird ein Objekt mit dem Fokus 
^ eines Lichtstrahles in drei Raum-Dimensionen abgetastet. 

Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im Allgemeinen eine Lichtquelle, 
eine Fokussieroptik, mit der das Licht der Quelle auf eine Lochblende - die 
sog. Anregungsblende - fokussiert wird, einen Strahlteiler, eine 

20 Strahlablenkeinrichtung zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik, eine 
Detektionsblende und die Detektoren zum Nachweis des Detektions- bzw. 
Fluoreszenzlichtes. Das Beleuchtungslicht wird uber einen Strahlteiler 
eingekoppelt. Das vom Objekt kommende Fluoreszenz- oder Reflexionslicht 
gelangt uber die Strahlablenkeinrichtung zuruck zum Strahlteiler, passiert 

25 diesen, um anschlieflend auf die Detektionsblende fokussiert zu werden, 
hinter der sich die Detektoren befinden. Detektionslicht, das nicht direkt aus 



der Fokusregion stammt, nimmt einen anderen Lichtweg und passiert die 
Detektionsblende nicht, so dass man eine Punktinformation erhalt, die durch 
sequentielles Abtasten des Objekts zu einem dreidimensionalen Bild fuhrt. 
Meist wird ein dreidimensionales Bild durch schichtweise Bilddatennahme 
erzielt. 

In der Zweiphotonen-Rastermikroskopie werden die Fluoreszenzphotonen 
detektiert, die auf einen Zweiphotonenanregungsprozess zuruckzufuhren sind. 
Ein solcher Anregungsprozess kann dann stattfinden, wenn zufallig zwei 
Photonen geeigneter Wellenlange innerhalb eines engen Zeitfensters, namlich 
der Lebensdauer des virtuellen Zwischenzustandes, in der Probe 
zusammentreffen. Die Wahrscheinlichkeit eines solchen quasi gleichzeitigen 
Zusammentreffens ist daher vom Quadrat der Photonendichte abhangig, so 
dass in der Praxis hohe Anregungslichtleistungen erzielt werden mussen. Um 
hohe Lichtleistungen zu erzielen, ist es zweckmaliig, das Anregungslicht zu 
pulsen. Diese Technik ist weithin bekannt und wird sowohl mit 
Femtosekundenpulsen (US 5,034,613; Denk, Strickler, Webb), als auch mit 
Picosekundenpulsen ( DE 44 14 940) praktiziert. Bei den derzeit Qblicherweise 
verwendeten Pulslasern handelt es sich fast ausschliefilich um 
modengekoppelte Titan-Saphir-Laser (Ti:Saphir-Laser) mit 

Pulsrepetitionsraten von 75 MHz - 100 MHz. Durch die hohen Lichtleistungen 
kommt es zu unerwunschtem Ausbleichen und zu Schadigungen der Probe. 

Es ist in der Mehrphotonenmikroskopie auch ublich, beispielsweise in einer 
Durchlichtanordnung, das Fluoreszenzlicht kondensorseitig zu detektieren, 
ohne dass der Detektionslichtstrahl uber die Scanspiegel zum Detektor 
gelangt (Non-descan-Anordnung). Um, wie in der Descan-Anordnung, eine 
dreidimensionale Auflosung zu erzielen, ware eine kondensorseitige 
Detektionsblende notig. Im Falle der Zwei- oder Mehrphotonenanregung kann 
jedoch auf eine Detektionsblende verzichtet werden, da die 
Anregungswahrscheinlichkeit in den Nachbarregionen des Fokus so niedrig 
ist, dass von dort nahezu kein Fluoreszenzlicht ausgeht. Das zu detektierende 
Fluoreszenzlicht stammt daher mit grofier Wahrscheinlichkeit zum aller 
groliten Teil aus der Fokusregion, was eine weitere Differenzierung von 
Fluoreszenzphotonen aus dem Fokusbereich von Fluoreszenzphotonen aus 



den Nachbarbereichen mit einer Detektionsblende uberflussig macht. 

In der Patentschrift US 5,796,477 ist ein Verschrankte-Photonen-Mikroskop 
offenbart, das die Vorteile der Mehrphotonenanregung aufweist, das jedoch 
extrem hohe Anregungslichtleistungen und die damit verbundenen Nachteile 
vermeidet. Anstelle von unabhangig voneinander entstandenen Photonen, 
werden verschrankte Photonen zur Anregung der Probe verwendet. 

Zur Erzeugung von verschrankten Photonen ist in der genannten Patentschrift 
ein nichtlineares optisches Medium vorgeschlagen, das ein Kristall oder eine 
Oberflache sein kann, in dem durch spontane parametrische Down- 
Conversion (spontaneous parametric downconversion) bei Beleuchtung mit 
einem Pumplichtstrahl zwei Strahlen verschrankter Photonen entstehen. Die 
beiden Strahlen werden beim Fokussieren in der Probe zusammen gefuhrt, 
wobei die optische Lange der Strahlengange genau aufeinander abgeglichen 
sein muss; was in der Praxis erhebliche Anforderungen an die 
Justiergenauigkeit und die mechanische Stabilitat stellt 

Bei der spontanen parametrischen Down-Conversion oder parametrischen 
Fluoreszenz werden in einem Zwei-Photonen-Kaskadenubergang quasi 
gleichzeitig zwei Photonen emittiert. Da diese beiden Photonen eine 
gemeinsame Entstehungsursache, dem Ubergang eines elektronisch 
angeregten Zustandes in den Grundzustand, haben und der Spin des 
Gesamtsystems, Atom und Strahlungsfeld, erhalten bleibt, mussen die 
Polarisationszustande beider Photonen aneinander gekoppelt sein. 

Die Photonen befinden sich in einem sog. quantenmechanisch verschrankten 
Zustand. Die Wahrscheinlichkeit der Anregung eines Fluorophors in der Probe 
ist bei der Beleuchtung mit verschrankten Photonen linear von der 
Anregungslichtleistung und nicht, wie bei der bekannten 
Zweiphotonenanregung, vom Quadrat der Anregungslichtleistung abhangig; 
denn im Fokus passen bei geeigneten Randbedingungen verschrankte 
Photonen hinsichtlich Zeit und Ort prinzipiell immer zueinander. 

Die Erzeugung von verschrankten Photonen mit Kristallen ist sehr ineffizient. 
Ferner hat die bekannte Anordnung den Nachteil, dass zwangslaufig zwei 
oder mehr Strahlen verschrankter Photonen entstehen, die getrennt 



A 2903 DE 
28.03.2001 



4 



voneinander gefuhrt in der Probe zur zumindest teilweisen Uberlappung 
gebracht werden mussen. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde ein Verschrankte-Photonen- 
Mikroskop zu schaffen, das die aufgezeigten Nachteile vermeidet. 

5 Die objektive Aufgabe wird durch ein Verschrankte-Photonen-Mikroskop 
geldst, das die Merkmale des kennzeichnenden Teils des Patentanspruchs 1 
aufweist. 

Die Erfindung hat den Vorteil, dass verschrankte Photonen mit hoherer 
Effizienz, als mit den bekannten Mitteln erzeugt werden. Weiterhin hat die 
10 Erfindung den Vorteil, dass die verschrankten Photonen nicht in raumlich 
getrennten Strahlen gefuhrt werden mussen. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung beinhaltet das Verschrankte-Photonen- 
Mikroskop ein mikrostrukturiertes optisches Element, das aus einer Vielzahl 
von mikrooptischen Strukturelementen aufgebaut ist, die zumindest zwei 
15 unterschiedliche optische Dichten aufweisen. Die mikrooptischen 
Strukturelemente sind vorzugsweise Kanulen, Stege, Waben, Rbhren oder 
Hohlraume. 

Besonders bevorzugt ist eine Ausgestaltung, bei der das optische Element 
einen ersten Bereich und einen zweiten Bereich beinhaltet, wobei der erste 
20 Bereich eine homogene Struktur aufweist und in dem zweiten Bereich eine 
mikroskopische Struktur aus mikrooptischen Strukturelementen gebildet ist. 
Von Vorteil ist es aufierdem, wenn der erste Bereich den zweiten Bereich 
umschliefSt. 

Das mikrostrukturierte optische Element besteht in einer anderen 
25 Ausgestaltung aus nebeneinander angeordnetem Glas- oder 

Kunststoffmaterial und Hohlraumen und ist als Lichtleitfaser ausgestaltet. 

Elemente dieser Art werden auch als „photonic band gap material" bezeichnet. 

Bei „Photonic band gap material" handelt es sich urn mikrostrukturiertes 

durchsichtiges Material. Meist durch Zusammenfugen von verschiedenen 
30 Dielektrika lasst sich dem resultierenden Kristall eine Bandstruktur fur 

Photonen aufpragen, die an die elektronische Bandstruktur von Halbleitern 



erinnert. 

Die Technik ist auch in Form von Lichtleitfasern realisierbar. Die Fasern 
werden durch Ausziehen von strukturiert angeordneten Glasrohren oder 
Glasblocken hergestellt, so dass eine Struktur entsteht, die 
nebeneinanderliegend Glas-, bzw. Kunststoffmaterial und Hohlraume 
aufweist. Den Fasern liegt eine besondere Struktur zugrunde: 

In einer speziellen Ausgestaltungsform sind in Faserrichtung kleine Kanulen 
frei gelassen, die einen Abstand von etwa 2-3 jum und einen Durchmesser von 
ca. 1-2|iim haben und meist mit Luft gefullt sind, wobei Kanulendurchmesser 
von 1,9 jam besonders geeignet sind. In der Mitte der Faser liegt meist keine 
Kanule vor. Diese Art von Fasern sind auch als „photonic crystal fibres", „holey 
fibers" oder „microstructured fibers" bekannt. 

Es sind auch Ausgestaltungen als sog. „Hollow fiber" bekannt, bei denen sich 
in der Mitte der Faser eine in der Regel luftgefullte Rohre befindet, um die 
herum Kanulen angeordnet sind. 

Eine ganz besonders bevorzugte und einfach zu realisierende 
Ausfuhrungsvariante beinhaltet als mikrostrukturiertes optisches Element eine 
herkommliche Lichtleitfaser mit einem Faserkern, die zumindest entlang eines 
Teilstucks eine Verjungung aufweist. Lichtleitfasern dieser Art sind als sog. 
„tapered fibers" bekannt. Vorzugsweise ist die Lichtleitfaser insgesamt 1 m 
lang und weist eine Verjungung auf einer Lange von 30 mm bis 90 mm auf. 
Der Durchmesser der Faser betragt in einer bevorzugten Ausgestaltung 150 
um aulierhalb des Bereich der Verjungung und der des Faserkerns in diesem 
Bereich ca. 8 \xm. Im Bereich der Verjungung ist der Durchmesser der Faser 
auf ca. 2 |nm reduziert. Der Faserkern Durchmesser liegt entsprechend im 
Nanometerbereich. 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemalien Verschrankte-Photonen- 
Mikroskop ist es, dass Photonen unterschiedlicher Wellenlange zur Wirkung 
kommen. Hierzu ist es von Vorteil die entsprechenden Wellenlangen mit 
Filteranordnungen auszuwahlen. Licht nicht gewunschter Wellenlangen wird 
mit Filtern ausgeblendet. 
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In einer anderen Ausgestaltung sind Mittel zum Abgleich der optischen 
Weglangen fur verschrankte Photonen unterschiedlicher Wellenlangen 
vorgesehen. Dies ist insbesondere dann von besonderem Interesse, wenn die 
verschrankten Photonen auf Grund von Dispersion in den optischen 
5 Komponenten des Verschrankte-Photonen-Mikroskops unterschiedliche 
Laufzeiten aufweisen. Als Mittel zum Abgleich sind Driftstrecken oder 
Prismen- oder Gitteranordnungen verwendbar. 

Als Lichtquelle ist vorzugsweise ein Pulslaser zu verwenden; insbesondere 
sind modengekoppelte Pulslaser besonders geeignet. Aber auch einen 
10 kontinuierlichen Lichtstrahl erzeugende Laser oder Lampen sind verwendbar. 

Y In einer Ausfuhrungsvariante sind im Detektionsstrahlengang Filter 

vorgesehen, die nur das Licht, das auf einen 2-Photonen-Ubergang zuruck zu 
fiihren ist, zu dem Detektor gelangen lasst. 

Das Scanmikroskop kann als Konfokalmikroskop ausgestaltet sein. 

15 In der Zeichnung ist der Erfindungsgegenstand schematisch dargestellt und 
wird anhand der Figuren nachfolgend beschrieben. Dabei zeigen: 

Fig. 1 ein erfindungsgemalies Verschrankte-Photonen- 

Mikroskop, 

Fig. 2 ein Verschrankte-Photonen-Mikroskop in Non-Descan- 

20 Anordnung, 



( 



Fig. 3 eine Ausgestaltung des mikrostrukturierten optischen 

Elements, 

Fig. 4 eine weitere Ausgestaltung des mikrostrukturierten 

optischen Elements und 

25 Fig. 5 eine weitere Ausgestaltung des mikrostrukturierten 

optischen Elements. 

Fig. 1 zeigt ein Verschrankte-Photonen-Mikroskop 1, das eine Lichtquelle 3 
zur Erzeugung eines Lichtstrahles 5 einer Wellenlange von etwa 800 nm 
beinhaltet. Der Laser ist als modengekoppelter TkSaphir-Pulslaser 7 
30 ausgefuhrt. Der Lichtstrahl 5 wird mit einer Einkoppeloptik 9 in das Ende eines 
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mikrostrukturierten optischen Elements 11 fokussiert, das als Lichtleitfaser aus 
Photonic-Band-Gap-Material 13 ausgebildet ist. In dern mikrostrukturierten 
optischen Element 11 werden verschrankte Photonen erzeugt, die sich 
entlang der Lichtleitfaser aus Photonic-Band-Gap-Material 13 ausbreiten. Zum 
5 Kollimieren des aus der Lichtleitfaser aus Photonic-Band-Gap-Material 13 
austretenden Strahles verschrankter Photonen 15 ist eine Auskoppeloptik 17 
vorgesehen. Der Strahl verschrankter Photonen 15 durchlauft einen 
dielektrischen Filter 19, der Lichtanteile der ersten Wellenlange blockiert, so 
dass gewahrleistet ist, dass kein Licht unverschrankter Photonen der 

10 Lichtquelle 3 die Probe 33 erreicht. Anschlieliend gelangt der Strahl 
verschrankter Photonen 15 uber den Hauptstrahlteiler 23 zum Scanspiegel 25, 
der den Strahl verschrankter Photonen 15 durch die Scanoptik 27, die 
Tubusoptik 29 und das Objektiv 31 hindurch uber bzw. durch die Probe 33 
fuhrt. Das von der Probe 33 ausgehende Detektionslicht 35, das in der 

15 Zeichnung gestrichelt dargestellt ist, gelangt durch das Objektiv 31, die 
Tubusoptik 29 und die Scanoptik 27 hindurch zuruck zum Scanspiegel 25 und 
dann zum Hauptstrahlteiler 23, passiert diesen und wird mit dem Detektor 37, 
der als Photomultiplier ausgefuhrt ist, detektiert. 

Fig. 2 zeigt ein Verschrankte-Photonen-Mikroskop 1 in Non-Descan- 
20 Anordnung. In diesem Ausfuhrungsbeispiel erzeugt eine Lichtquelle 3, die als 
Nd-YAG-Laser 39 ausgestaltet ist, einen Lichtstrahl 41 einer ersten 
Wellenlange von z.B. 1064 nm, der, analog zur Anordnung in Fig. 1, auf das 
Ende eines mikrostrukturierten optischen Elements 11 fokussiert, das als 
Lichtleitfaser aus Photonic-Band-Gap-Material 13 ausgebildet ist. Die 
25 Beleuchtung und das Abscannen der Probe 33 mit dem Strahl verschrankter 
Photonen 15 erfolgt analog wie in der bei der in Fig. 1 gezeigten Anordnung, 
wobei anstelle des Hauptstrahlteilers 23 ein Spiegel 21 eingesetzt ist. Das von 
der Probe 33 ausgehende Detektionslicht 43, das in der Zeichnung gestrichelt 
dargestellt ist, gelangt durch einen Kondensor 45, direkt zu einem Detektor 
30 47, der als Avalalanche-Photodiode ausgefuhrt ist. 

Fig. 3 zeigt eine Ausfuhrungsform des mikrostrukturierten optischen Elements 
11 aus Photonic-Band-Gap-Material, das eine besondere wabenformige 
Mikrostruktur 49 aufweist. Diese Mikrostruktur ist fur die Erzeugung 
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verschrankter Photonen besonders geeignet. Der Durchmesser der inneren 
Kanule 51, die aus Glas besteht, betragt ca. 1,9 ^tm. Die innere Kanule 51 ist 
von Stegen 53 umgeben, die ebenfalls aus Glas bestehen. Die Stege 53 
formen wabenformige Hohlraume 55. Diese mikrooptischen Strukturelemente 
bilden gemeinsam einen zweiten Bereich 57, der von einem ersten Bereich 
59, der als Glasmantel ausgefuhrt ist, umgeben ist. 

Fig. 4 zeigt eine Ausfuhrungsform des mikrostrukturierten optischen Elements 
11, das als biegsame Lichtleitfaser ausgestaltet ist und aus einem Glaskorper 
61 besteht, der mehrere hohle Kanulen 63 beinhaltet. Im Zentrum befindet 
sich bei dieser Ausgestaltungsform keine hohle Kanule. 

Fig. 5 zeigt eine weitere Ausgestaltungsform des mikrostrukturierten optischen 
Elements 1 1 , das aus einem Kunststoffkorper 65 besteht, in dem sich hohle 
Kanulen 67 mit einem Innendurchmesser von 1,9 \xrr\ befinden. Im Zentrum 
des mikrostrukturierten optischen Elements 1 1 befindet sich eine hohle Kanule 
69, die einen Innendurchmesser von etwa 3 |im aufweist. 

Die Erfindung wurde in Bezug auf eine besondere Ausfuhrungsform 
beschrieben. Es ist jedoch selbstverstandlich, dass Anderungen und 
Abwandlungen durchgefuhrt werden konnen, ohne dabei den Schutzbereich 
der nachstehenden Anspruche zu verlassen. 
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Bezugszeichenliste: 

I Verschrankte-Photonen-Mikroskop 
3 Lichtquelle 

5 5 Lichtstrahl 

7 TLSaphir-Pulslaser 

9 Einkoppeloptik 

I I mikrostrukturiertes optisches Element 

13 Lichtleitfaser aus Photonic-Band-Gap-Material 

10 15 Strahl verschrankter Photonen 

( ty 16 Mittel zur Unterdruckung 

17 Auskoppeloptik 

19 dielektrischer Filter 

21 Spiegel 

15 23 Hauptstrahlteiler 

25 Scanspiegel 

27 Scanoptik 

29 Tubusoptik 

31 Objektiv 

20 33 Probe 

35 Detektionslicht 

37 Detektor 

^ 39 Nd-YAG-Laser 

41 Lichtstrahl 

25 43 Detektionslicht 

45 Kondensor 

47 Detektor 

49 Mikrostruktur 

51 Kanule 

30 53 Stege 

55 Hohlraume 

57 zweiter Bereich 

59 erster Bereich 

61 Glaskorper 
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63 hohle Kanulen 

65 Kunststoffkorper 

67 hohle Kanulen 

69 hohle Kanule 
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Patentanspruche 



1. Verschrankte-Photonen-Mikroskop (1) mit einer 
Lichtquelle (3) und einem Objektiv (31), dadurch gekennzeichnet, dass 
zwischen der Lichtquelle (3) und dem Objektiv (31) ein mikrostrukturiertes 
optisches Element (11) angeordnet ist, in dem verschrankte Photonen 
erzeugbar sind, wobei sich die verschrankten Photonen innerhalb und 
au(Jerhalb des mikrostrukturierten optischen Elements in einem Strahl (15) 
ausbreiten. 

2. Verschrankte-Photonen-Mikroskop (1) nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass das mikrostrukturierte optische Element (11) 
aus einer Vielzahl von mikrooptischen Strukturelementen aufgebaut ist, die 
zumindest zwei unterschiedliche optische Dichten aufweisen. 

3. Verschrankte-Photonen-Mikroskop (1) nach Anspruch 1 
oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das mikrostrukturierte optische 
Element (11) einen ersten Bereich (59) und einen zweiten Bereich (57) 
beinhaltet, wobei der erste Bereich (59) eine homogene Struktur aufweist und 
in dem zweiten Bereich (57) eine Mikrostruktur (49) aus mikrooptischen 
Strukturelementen gebildet ist. 

4. Verschrankte-Photonen-Mikroskop (1) nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass der erste Bereich (59) den zweiten Bereich 
(57) umschliedt. 

5. Verschrankte-Photonen-Mikroskop (1) nach einem der 
Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das mikrostrukturierte 
optische Element (11) aus nebeneinander angeordnetem Glas- oder 
Kunststoffmaterial und Hohlraumen (55) besteht. 

6. Verschrankte-Photonen-Mikroskop (1) nach einem der 
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Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die mikrooptischen 
Strukturelemente Kanulen (51, 63, 67, 69), Stege (53), Waben, Rohren oder 
Hohlraume (55) sind. 

7. Verschrankte-Photonen-Mikroskop (1) nach Anspruch 1, 
5 dadurch gekennzeichnet, dass das mikrostrukturierte optische Element (11) 

aus Photonic-Band-Gap-Material besteht. 

8. Verschrankte-Photonen-Mikroskop (1) nach einem der 
Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass das mikrostrukturierte 
optische Element (11) als Lichtleitfaser ausgestaltet ist. 

10 9. Verschrankte Photonen-Mikroskop (1) nach einem der 

Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass das mikrostrukturierte 
optische Element (11) als Lichtleitfaser ausgestaltet ist, die eine Verjungung 
aufweist. 

10. Verschrankte-Photonen-Mikroskop (1) nach einem der 
15 vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das Verschrankte- 

Photonen-Mikroskop (1) ein Konfokalmikroskop ist. 

11. Verschrankte Photonen-Mikroskop (1) nach einem der 
Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet dass Filter zur Auswahl von 
Photonen verschiedenen Wellenlangen vorgesehen sind. 

20 
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Zusammenfassung 



Die Erfindung offenbart ein Verschrankte-Photonen-Mikroskop (1) mit einer 
Lichtquelle (3) unci einem Objektiv (31). Das Verschrankte-Photonen- 
Mikroskop (1) weist zwischen der Lichtquelle (3) und dem Objektiv (31) ein 
mikrostrukturiertes optisches Element (11) auf, in dem verschrankte Photonen 
erzeugbar sind, wobei sich die verschrankten Photonen innerhalb und 
aufterhalb des mikrostrukturierten optischen Elements in einem Strahl (15) 
ausbreiten. 



Fig. 2 
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